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論文の内容の要旨
（目的）
　核内癌遺伝子牽物C－Ski（cenu1ar　ski　gene　product）及びそのファミリーメンバーの一つであるSno（ski－re1ated
nove1gene　product）は，最初にトリ白血病ウイルスより単離れ，主に免疫系細胞で発現している。sい遺伝子
は，ニワトリ胚線維芽細胞を癌化させ，ウズラ胚細胞を筋細胞に分化させる活性があることから，細胞増殖及び
分化に重要な役割を果たしていると考えられているが，その機構は不明である。最近このc－Sk1がN－CoR（cenぬr
horm㎝e　recepto．co一。ep．esso。）と結合することが明らかになった。N－CoRは核内ホルモン受容体やMadなどを
含む転写抑制複合体に結合して転写を抑制することが知られており，c－Skiもこの複合体に含まれ，Mladを介し
た転写抑制制御に関与していることが明らかにされている。更に，c－SkiのC末端292アミノ酸欠損型であるv－Ski
（vlra1oncogene　ski　product）がこの抑制制御にdominant　negativeに働くことから，v－Skiが細胞のtransfomati㎝
へ寄与することも示唆されている。
　一方，癌抑制遺伝子産物として知られるRb（retinob1asto皿a　protein）は，E2Fなどの転写因子と結合して活性を
制御することにより，細胞周期のG1／S期移行を調節する機能を有している。既にRbはHIDAC（histone　deacety1ase）
と結合することが報告されており，RbがE2Fの活性化部位に結合してHDACがリクルートされることにより，
E2Fの活性が抑制されると考えられる。HDACはN－CoR，Ski，皿Sin3（聰a㎜㎜ahan　Sin3ho㎜o1ogues）などと複合体
を形成することから，RbもMadと同様，転写抑制に際してこれら因子と複合体を形成することが予想される。
　本研究では，Ski遺伝子による癌化機構を明らかにする目的で，Rbを介する転写制御機構に関与するc－Ski，v－
Skiの働きについて検討を行った。
（対照と方法）
　ゴηyゴ亡roでのRbとSkiの結合を明らかにするため，He1a細胞とCV－！細胞の抽出液を用いた免疫沈降法による検
討を行った。RbとSkiのGST融合蛋自及びそれぞれの欠失変異体の発現ベクターを作製し，それらを用いてRbラ
Ski相互間の結合能を解析した。
　Rbの転写制御に及ぼすc－ski／snoの影響をみるため，Ga14－Rbとc－ski／snoの特異抗体及び1acz　reporterを用い
て，細胞（Rat－1）への抗体のmicroinjection実験を行った。c－Skiの細胞内での機能を明らかにするために，培養
細胞（CV－1）にリン酸カルシウム法でこれらを導入した後，Rb及びE2Fの転写活性への影響を1uciferase活性を
指標にして測定した。
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（結果）
　免疫沈降法を用いた検討により，ゴη。j亡roにおいてSkiとRbは確かに複合体を形成していることが明らかになっ
た。又，GST　pu11down法によりSkiとRbは直接結合しており，Skiの197－330アミノ酸部位及びC端末のcoi1ed－
coi1部位の2ヶ所とRbのBポケット部位がその結合に関与していることが明らかとなった。
　肌1cro1njectionの実験では，Ga1－4Rbを細胞内に導入することにより，1acZ－positive　cel1の数が15％程減少した
が，更に抗ski／snoの抗体を導入すると，その効果を阻害するようにlacz－posit1ve　ce11の数は選択的に増加した。
又，Gaユ4部位に1ucifeζaseを負荷したreportorをCV一ユ細胞に導入して1uciferase活性を指標にした転写活一性を測定
すると，Ga14－Rbにより活性は25％程度抑制されるが，更にv－Skiを導入すると，この抑制は濃度依存性に解除
された。これらの結果よりRbによる転写抑制はv－Sk1によって阻害されることが判明した。
（考察）
　本研究により，c－SkiがRbと直接結含していることが初めて明らかになった。Rbを発現させた細胞に抗Sk航
体を導入すると，Rbの転写抑制効果が一部阻害されることから，Rbの転写抑制にはc－Sklが必要であることが示
唆される。おそらくRbは細胞内においてHIDACやSin3A等と転写抑制複合体を形成し，c－Skiもその複含体に結
合しているものと考えられる。一方，v－Skiはc－Skiと構造上類似しており，N末端部はc－SkiのN末端と同じで，
Rbと結合可能であるが，C末端部はc－Sk1の292アミノ酸（coi1ed－coi1部位）を欠損しているため，Rb複含体の転写
抑制におけるc－Skiの代替効果はなく，むしろdo搬inant　negative的に作動するものと思われる。このような機構
が，おそらくv－Sk1による細胞の癌化機構の本質である可能性が大きい。sい遺伝子ファミリー産物による転写
抑制の機構を解明することは，細胞のtranSfOmatlOnの分子機構を理解するのに有用であると思われる。
審査の結果の要旨
　本研究は，癌抑制遺伝子として知られるRb（reti80b1asto㎜a　prote1n）を介する転写抑制機構に関与するc－Ski
（ce111ar　ski　gene　prodむct）とv－Ski（・ira1ski　gene　product）の作用様式を解析したものである。c－Ski及び・一Sk1両
蛋自への結合ドメインの同定から，Rbを発現させた細胞に抗c－Ski抗体を導入してのc－Skiの役割の解明，Rb転写
制御複合体に対するv－Sk1の抑制機構などの解析を通じて，v－SkiがdomiBant鵬gativeに作用してRb複合体の1oss
of　fmcd㎝をきたすことを証明している。個々の実験技術及びそれにより得られたデータは確かなもので，信頼
性が高い。本研究は，S　k　j遺伝子による癌化の分子機構の一部を解明したことに意義があり，評価される。本論
文はすでにJouma1of　Bio1ogical　Che㎜ist．y誌に受理されており，博士（医学）論文として十分評価されるもの
である。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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